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O Brasil destaca-se atualmente no cenário mundial como um dos 
maiores e mais importantes produtores de alimentos. Dentro desse contexto, 
as Ciências Agrárias desempenham papel fundamental no crescimento da 
nação brasileira, haja visto que este é um país essencialmente agrícola, grande 
produtor de alimentos a nível nacional, como internacional. Além disso, esse 
ramo das ciências agrárias encontra-se em constante transformação e evolução, 
demandando cada vez mais investigações e aprimoramento dos conhecimentos 
já existentes. 

Por isso, o desenvolvimento de estudos e pesquisas nas áreas de 
produção, conservação e desenvolvimento dos recursos naturais voltados para 
a expansão dos trabalhos agrícolas, destacam-se como de grande valia, e 
merecem um olhar especial. 

Nesse sentido, e buscando trazer mais informações em torno dessa 
temática, o livro “Ciências Agrárias: Estudos sistemáticos e pesquisas avançadas 
2” se apresenta como um instrumento eficaz e relevante envolvendo os mais 
diversos aspectos dos estudos dentro deste campo de estudo, a fim de promover 
um aparato aos produtores, estudiosos e pesquisadores da área. É dentro 
deste contexto que oferecemos ao leitor a oportunidade de desfrutar de todo o 
conhecimento prestado no presente material, a fim de despertar-lhes um olhar 
crítico e inovador para além das informações trazidas nele. Excelente leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Jonathas Araújo Lopes

Nara Rúbia Santos Ferreira
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DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE UM 
MÉTODO PARA EXTRAÇÃO DE ERGOSTEROL DE 

BIOMASSA FÚNGICA

Tayna Cris Silva
Universidade Estadual de Ponta Grossa/

Departamento de Engenharia de 
Alimentos

Maria Fabiana Sirino de Campos
Universidade Estadual de Ponta Grossa/

Departamento de Engenharia de 
Alimentos

Nelci Catarina Chiquetto
Universidade Estadual de Ponta Grossa/

Departamento de Engenharia de 
Alimentos

Débora Brand
Universidade Federal do Paraná/

Departamento de Farmácia

Tânia Maria Bordin Bonfim
Universidade Federal do Paraná/

Departamento de Farmácia

Mareci Mendes de Almeida
Universidade Estadual de Ponta Grossa/

Departamento de Engenharia de 
Alimentos

RESUMO: A concentração do ergosterol 
em fungo é dependente do estágio de seu 
desenvolvimento. Esse é um componente 

celular que pode ser utilizado para a 
determinação indireta de biomassa fúngica. 
Para quantificar o ergosterol é necessário 
extrair do micélio. Os objetivos deste 
trabalho foram produzir micélio, extrair o 
ergosterol, correlacionar a sua quantificação 
com o crescimento microbiano e validar a 
metodologia para extração de ergosterol de 
biomassa fúngica obtida por fermentação 
no estado sólido. O resíduo oriundo do 
despolpamento do fruto da palmeira juçara 
foi utilizado como substrato. Foi feita uma 
cinética de crescimento do fungo. Para 
extrair o ergosterol, a biomassa foi seca e 
saponificada e em seguida foi aquecida, 
adicionado hexano e colocado em 
evaporador. O ergosterol foi ressuspenso e 
foi realizada a leitura em espectrofotômetro. 
O método adaptado para extração do 
ergosterol do micro-organismo foi eficiente, 
possibilitou a quantificação da biomassa, de 
forma indireta, pela determinação do teor 
de ergosterol e permitiu elaborar a curva 
de crescimento do fungo cultivado por 
fermentação no estado sólido. O método 
adaptado para extração obteve êxito e foi 
validado, sendo este apropriado para a 
finalidade pretendida.
PALAVRAS-CHAVE: Espectrofotometria, 
fermentação no estado sólido, Aspergillus 



Ciencias agrarias: Estudios sistemáticos e investigación avanzada 2 Capítulo 2 20

oryzae. 

INTRODUÇÃO 
O ergosterol é o mais importante esterol, constituinte natural das células ou 

membranas miceliais (DEACON, 1998). A concentração do ergosterol numa massa fúngica 
é dependente do estágio de seu desenvolvimento, e em consequência da umidade, 
temperatura e tempo de crescimento (SCHRODER, 2015). 

O ergosterol é um componente celular que pode ser vantajosamente utilizado para a 
determinação indireta de biomassa fúngica (RAHYMI-VERKI et. al., 2016). A determinação 
do ergosterol na biomassa fúngica pode ser realizada por espectrofotometria ultravioleta 
(REGNER et al., 1994). 

Para quantificar o ergosterol é necessário extrair do micélio, a literatura relata 
diferentes métodos de extração (SEITZ, 1979; GUTAROWSKA e ZAKOVSKA, 2002). É 
importante estudar e estabelecer um método adequado de extração, pois diferentes formas 
de extrair o mesmo componente podem levar a resultados discordantes (COELHO, 2009). 

A fermentação no estado sólido (FES) pode ser definida como uma técnica de 
crescimento de micro-organismos sobre e no interior de partículas porosas úmidas, onde 
o conteúdo de líquido contido nesta matriz deve ser mantido a um nível correspondente à 
atividade de água. O suporte sólido pode ser constituído por um substrato naturalmente 
úmido ou por uma matriz inerte capaz de absorver os nutrientes que se encontram em 
solução reproduzindo as condições de baixa atividade de água e alta transferência de 
oxigênio (SCHRODER, 2015). 

A validação deve demonstrar que o método analítico produz resultados confiáveis 
e é adequado à finalidade a que se destina, de forma documentada e mediante critérios 
objetivos (ANVISA, 2017). 

Os objetivos deste trabalho foram produzir micélio, extrair o ergosterol, correlacionar 
a sua quantificação com o crescimento microbiano e validar da metodologia para extração 
de ergosterol de biomassa fúngica obtida por fermentação no estado sólido.

MATERIAIS E MÉTODOS 

Fermentação no estado sólido e preparo da biomassa 
Inicialmente foi feito o crescimento e manutenção celular da cepa do fungo Aspergillus 

oryzae ATCC 11488. Para a fermentação no estado sólido foi utilizado o método descrito 
por Schroder (2015) onde 25g do resíduo do despolpamento do fruto da palmeira juçara 
foram utilizados como substrato e meio de cultivo. Como fermentadores foram utilizados 
frascos de Erlenmeyer, o meio foi esterilizado a 121 º C por 20 minutos. Também foram 
feitos frascos enriquecendo o substrato com 10% de azeite de oliva extra virgem (Gallo).
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No resíduo foi inoculada uma suspensão de 108 conídios mL-1  do fungo Aspergillus 
oryzae ATCC 11488. Após inoculados os  frascos foram levados a estufa  e incubados a 28 
± 2 °C, por 120 horas, foram retiradas amostras a cada 24 horas, sendo adicionados 60 mL 
de tampão fosfato de potássio 50 mM pH 7,0. Em seguida o material foi agitado durante 1 
hora, filtrado em tecido cirúrgico, onde ocorreu a separação da biomassa do filtrado. 

Para o preparo da biomassa separada por filtração foi utilizada a metodologia 
modificada descrita por Mokochiski et al. (2015) na qual a biomassa obtida foi colocada em 
placas de petri e congeladas a -20°C. A biomassa passou por uma etapa de secagem em 
estufa de ar a 45ºC. As amostras foram retiradas da estufa e trituradas sendo em seguida 
peneiradas (20 mesh). 

Cinética de crescimento e extração do ergosterol 
Para a cinética de crescimento foram preparados 16 frascos, sendo que em um 

deles o meio foi enriquecido com 10% de azeite de oliva. A cada 24 horas foram retirados 
dois frascos da estufa, um com enriquecimento e outro sem enriquecimento, nas quais foi 
realizada a extração do ergosterol. 

Para a extração do ergosterol foi utilizada a metodologia descrita por Mokochiski 
et al. (2015) com modificações. Foi pesado 0,25g da biomassa, que foi saponificada com 
2mL de metanol e 0,5mL de NaOH (2N). A amostra foi aquecida em banho-maria durante 
uma hora a 60 ºC. Logo após, elas foram resfriadas e foi adicionado 2mL de hexano, 
sendo o conteúdo transferido um balão de fundo redondo, o processo foi repetido por mais 
duas vezes. O balão então foi colocado em evaporador rotativo durante 5 minutos. Após a 
evaporação dos solventes o ergosterol foi ressuspenso com 5 mL de hexano e em seguida 
realizada a leitura em espectrofotômetro a 282nm. 

Biomassa padrão e recuperação do ergosterol 
Para a determinação da biomassa padrão foi inoculado o fungo Aspergillus oryzae 

ATCC 11488 em caldo Sabouraud, onde os frascos foram levados para o shaker a 28 ± 2°C, 
por 120 horas e procedeu-se a extração conforme já descrito. 

Foram feitas análises para verificar a recuperação de ergosterol, onde em 0,25 g do 
resíduo do despolpamento do fruto da palmeira juçara foi adicionado 10μg de ergosterol e 
foi realizada a extração, utilizando o mesmo método aplicado nas demais amostras. 
Validação da metodologia para extração do ergosterol em biomassa fúngica 
Seletividade 

A análise da solução padrão e analito foram realizadas em espectrofotômetro UV-Vis 
na faixa entre 250 a 300 nm para identificar o comprimento de onda de máxima absorção. 
Curva de calibração e linearidade/faixa linear de trabalho/sensibilidade 

Para a curva de calibração de ergosterol foi utilizado o método descrito por 
Gutarowska e Zakowska (2002). Foi preparada uma solução mãe de ergosterol que foi 
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diluída para obter diferentes concentrações de ergosterol em 1,0 mL de hexano. As leituras 
foram realizadas no espectrofotômetro em comprimento de onda 282nm. 

A linearidade foi avaliada na faixa de concentração de 5 a 50μg mL-1 utilizada para 
construção de cinco curvas padrão, obtidas em seis níveis de concentração. O coeficiente 
de correlação foi obtido através da regressão linear pelo método dos mínimos quadrados, 
os resultados foram analisados estatisticamente para definir o coeficiente de determinação 
(valor mínimo R2 = 0,992). 

Exatidão, limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 
A exatidão do método foi avaliada pela adição e recuperação de padrão em triplicata 

adicionado à matriz isenta de padrão. Foram feitas análises para verificar a recuperação 
de ergosterol do método modificado descrita por Mokochiski et al. (2015).A exatidão foi 
expressa, conforme a Equação 1.

Exatidão = concentração média experimental x 100
            concentração teórica                                                (1) 

O cálculo para determinar os valores correspondentes ao LD e LQ, foi baseado no 
desvio padrão da resposta do branco e sua relação com a inclinação da reta (coeficiente 
angular) na curva analítica, seguindo as Equações 2 e 3: 

LD = (s/b)*3,3                                                  (2)
LQ = (s/b)*10                                                   (3)

Onde: s: desvio padrão da resposta do branco;
b: valor da inclinação da curva analítica. 

Precisão e robustez 
Para a precisão foram analisados três níveis de concentrações: 10, 30 e 40 μg mL-1 

de ergosterol, em triplicata. A repetibilidade foi realizada no mesmo dia e nas mesmas 
condições de análise, enquanto a precisão intermediária foi realizada em intervalos de 48 
horas e com analistas distintos. 

A robustez do método foi verificada pela variação de equipamento (BEL photonics 
UV-2000 Spectrophotometer e UVmini-1240 UV-VIS spectrophotometers SHIMADZU) e 
pelos valores de absorbância encontrados no espectrofotômetro UV-Vis na faixa entre 250 
a 300 nm. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Recuperação do ergosterol 
A recuperação de ergosterol para o método estudado foi estimada em 66%, este valor 

foi considerado um bom resultado de recuperação, comparando outro método utilizado por 
Carvalho (2004) que obteve um valor de 10% de recuperação de ergosterol, que segundo 
o autor foi considerado um baixo valor. 

Extração de ergosterol das amostras da cinética de crescimento e biomassa 
padrão 

Após a análise da biomassa padrão com o valor da absorbância obtido foi encontrada 
a concentração do ergosterol de 603μg. Após correção do cálculo da recuperação do 
ergosterol para 100% de 909μg foi determinada a proporção de ergosterol (biomassa 
de 909μg:0,25g=3637μg de ergosterol/g de biomassa seca), sendo possível fazer a 
determinação indireta de biomassa fúngica. 

Para determinar a curva de crescimento do fungo foi correlacionada a biomassa 
obtida em cada análise com o tempo de crescimento (Figura 1). 

Figura 1: Curva de crescimento 

 Fonte: o autor 

O maior valor de biomassa encontrado no experimento, tanto no  meioenriquecido 
quanto no meio não enriquecido foi em 96 horas de cultivo. Também foi constatado que o 
crescimento decaiu após 110 horas de fermentação. Comparando o crescimento no meio 
com enriquecido e no meio sem enriquecimento, foi observado que o meio enriquecido 
apresentou uma melhor resposta para o desenvolvimento do fungo, houve aproximadamente 
o dobro da biomassa inicial em um período de 72 horas e o crescimento foi em torno e 20% 
maior que o cultivo sem enriquecimento. 
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Validação da metodologia
A seletividade do método foi comprovada através da detecção do pico de ergosterol 

com absorção em 282nm (Figura 2). Segundo Carvalho (2004) esse comprimento de 
onda é considerado o maior pico de absorbância para o composto. O mesmo espectro de 
absorção foi utilizado por Gutarowska e Zakowska (2002). 

A B 

 

Figura 2 - Espectros do pico de absorbância a 282 nm do padrão (A) e do analito (B).

Os dados obtidos de absorbância para soluções padronizadas de ergosterol 
possibilitaram a obtenção da curva de calibração y=0,0174x+0,0177 e coeficiente de 
correlação linear de R² = 0,992 foi verificada a linearidade do mesmo, obedecendo ao 
parâmetro de aceitação da linearidade. A análise de variância (ANOVA) avaliou a qualidade 
do ajuste do modelo linear. A análise dos dados da linearidade demonstrou ser a regressão 
altamente significativa, uma vez que, os valores de F calculados foram menores do que os 
valores de F críticos ao nível de 95% de confiança.

Para a exatidão a recuperação de ergosterol fornecida pelo método foi estimada em 
66%, sendo uma boa exatidão comparada com a metodologia de extração de Carvalho que 
(2004) obteve valor de 10% de recuperação de ergosterol.

Os valores obtidos para os LD e LQ foram 0,50 e 1,54 µg/mL, respectivamente. 
Com esses resultados foi verificado que o método possui alta sensibilidade para detectar 
e quantificar a amostra. 

A Tabela 1 apresenta os resultados para os testes de repetibilidade e precisão 
intermediária, demonstrando a precisão do método tendo CV% abaixo de 5%. Os dados 
obtidos nos diferentes dias e analistas para cada concentração investigada foram submetidos 
ao teste t de Student e não foi observada diferença estatística entre os diferentes conjuntos 
de medidas realizadas (p < 0,05).
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Repetibilidade Precisão intermediária
Concentração

(µg.mL-1)
Média ± DP

(µg.mL-1) CV (%)
Média ± DP

(µg.mL-1) CV (%)
Teste t de 

Student (p)
10 13,93 ± 1,84 4,38 12,16 ± 0,29 2,42 0,349
30 26,70 ± 1,02 3,83 25,94 ± 1,09 4,22 0,426
40 41,99 ± 0,55 3,94 42,80 ± 0,14 0,34 0,529

CV = coeficiente de variação; DP= desvio padrão. 

Tabela 1 – Resultados obtidos para as análises de repetibilidade e precisão intermediária

Por fim, para a robustez foi observado que a especificidade do método não 
foi modificada, sendo encontrados valores próximos de absorbância do ergosterol no 
comprimento de onda de 282nm. Ao ser realizada a varredura no Espectrômetro UV-
VIS foi obtido altos valores de absorbância em pequenas variações do valor do pico do 
comprimento de onda. 

CONCLUSÕES
O método adaptado para extração do ergosterol do micro-organismo foi eficiente, 

possibilitou a quantificação da biomassa, de forma indireta, pela determinação do teor de 
ergosterol e permitiu elaborar a curva de crescimento do fungo cultivado por fermentação 
no estado sólido. O método foi validado, sendo este apropriado para a finalidade pretendida 
de quantificar o ergosterol em biomassa fúngica obtida por fermentação no estado sólido. 
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